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ZUSAMMENFASSUNG 
Untersuchung zur Genomstruktur von Sorbit-fermentierenden 
enterohämorrhagischen Escherichia coli O157 
Pia Bodil Hemfort 
 
Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC) der Serogruppe O157 sind die häufigsten 
Erreger des hämolytisch-urämischen Syndroms (HUS). Das Zusammenspiel mehrerer 
Pathogenitätsfaktoren bewirkt die hohe Virulenz dieser Krankheitserreger. Bisher sind für 
zwei EHEC O157:H7-Stämme (EDL933, RIMD 0509952) die kompletten 
Genomsequenzen für Vergleichsuntersuchungen mit anderen EHEC O157-Varianten 
zugänglich. 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine Teilsequenzierung einer genomischen 
Bibliothek des Sorbit-fermentierenden (SF) E. coli O157:H¯ 493/89 vorgenommen. Dabei 
wurden Nukleotidsequenzen identifiziert, die insgesamt 68 genomischen Inseln des E. coli 
O157:H7 EDL933 zugeordnet werden konnten. Es wurden zahlreiche Genombereiche mit 
einer potentiellen Pathogenitätsfunktion identifiziert, so dass zukünftig ihre Rolle für die 
Pathogenität charakterisiert werden kann. 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Verbreitung und das Vorkommen zweier 
genomischer Inseln (O-island 18 und O-island 25) in 44 ausgewählten klinischen Isolaten 
der E. coli Serogruppe O157 untersucht. Diese genomischen Inseln tragen die genetische 
Information für ein Adhäsin und ein Toxin. Es konnte gezeigt werden, dass diese beiden 
Pathogenitätsgene in allen 44 untersuchten E. coli O157-Stämmen nachweisbar waren. 
Mit Hilfe der hier ermittelten Gensequenzen des SF E. coli O157:H¯ 493/89 ist es jetzt 
möglich, mittels vergleichender und funktioneller Genomanalysen weitere klinische EHEC-
Isolate zu charakterisieren, um über die Evolution der Pathogenität sowie das 
Pathogenitätspotential weitere Erkenntnisse zu gewinnen. 
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1 Einleitung  
 
Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC), die für die hämorrhagische 
Kolitis und für das sich extraintestinal manifestierende hämolytisch-urämische 
Syndrom (HUS) verantwortlich gemacht werden, stellen eine außergewöhnlich 
gefährliche Subgruppe der pathogenen Escherichia coli (E. coli)-Bakterien dar. 
Besonders bedroht sind Säuglinge, Kleinkinder, ältere und abwehrgeschwächte 
Menschen. Eine blutig-wässrige Kolitis tritt bei etwa 20% der Kinder auf und ist 
bei Erwachsenen über 65 Jahren die vielleicht typischste Verlaufsform (18). Sie 
gilt als Risikofaktor für intestinale und extraintestinale Komplikationen wie z.B. 
das hämolytisch-urämische Syndrom (18,22). Anstelle des kompletten HUS mit 
der Trias hämolytische Anämie, Thrombozytopenie und akutem Nierenversagen 
werden auch inkomplette Verlaufsformen z.B. als isolierte hämolytische Anämie 
beobachtet. 
Weltweit wichtigster Serovar unter den EHEC ist E. coli O157:H7. Dieser 
Serovar ist hinsichtlich einiger phänotypischer Eigenschaften ungewöhnlich. So 
sind die E. coli O157:H7-Stämme nicht in der Lage, Sorbit innerhalb von 24 
Stunden zu fermentieren. Außerdem produzieren sie keine ß-Glucuronidase 
(37). Eine unbewegliche Variante innerhalb der E. coli Serogruppe O157, die 
sich in ihren biochemischen Eigenschaften von E. coli O157:H7 unterscheidet, 
wurde 1988 in Deutschland aus Stuhlproben von Patienten mit HUS erstmals 
isoliert (29, 50). In den folgenden Jahren haben Sorbitol-fermentierende (SF) E. 
coli O157:H¯ in Deutschland mehrere Ausbrüche mit HUS verursacht; die 
Stämme sind hierzulande für 10 bis 20% der sporadischen HUS-Fälle 
verantwortlich (26). 
Außerhalb Deutschlands wurde die SF EHEC O157:H¯-Variante erstmals 1995 
im Norden der Tschechoslowakei, angrenzend an Deutschland, isoliert (6, 7). 
Danach wurde sie auch in Ungarn (14), Finnland (32)  und Österreich (1), 
Schottland und in Australien (5) bei HUS nachgewiesen. 
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Der Ursprung der Shiga Toxin-negativen SF E. coli O157:H¯-Stämme, die Rolle 
bei Erkrankungen und deren pathologischen Mechanismen sind bisher noch 
nicht völlig verstanden. 
Kürzlich wurden die Genome von zwei E. coli O157:H7-Stämmen (EDL933, 
RIDM 0509952) (21, 46) vollständig sequenziert. Die Vergleiche der Genome 
zeigen, dass sie jeweils sowohl aus einem zu dem nicht-pathogenen 
Laborstamm E. coli K-12 MG1655 homologen, ca. 4,1Mb großen Kerngenom 
bestehen, als auch aus Bereichen, die keine Homologie zu E. coli K-12 
aufweisen, sogenannte genomische Inseln oder O-Islands (OI). Insgesamt 177 
OIs finden sich in dem Genom des E. coli O157:H7 EDL933. Unter diesen 
finden sich einige, die für potentielle Pathogenitätsfaktoren kodieren (31). Diese 
werden auch als Pathogenitätsinseln (PAI) bezeichnet. Die ersten PAIs wurden 
1990 bei uropathogenen E. coli-Stämmen entdeckt (8). Zur Klassifizierung 
gelten die 1997 von Hacker et al. beschriebenen Kriterien (20). Danach handelt 
es sich bei einer PAI um ein besonderes genetisches Element von etwa 20 bis 
200Kb Länge, welches für einen oder mehrere Pathogenitätsfaktoren, wie 
Adhäsine, Invasine, Eisenaufnahmesysteme, Toxine oder 
Proteinsekretionssysteme kodiert. Sie sind nur in pathogenen Stämmen zu 
finden (9, 19). Verschiedene Merkmale weisen auf einen horizontalen 
Gentransfer hin. Dazu gehören eine unterschiedliche Anzahl an Guanin und 
Cytidin der PAIs im Vergleich zum übrigem Genom, das Vorkommen von „direct 
repeats“ am Ende der PAIs, die Assoziation von PAIs mit transfer-RNA Genen, 
verschiedene Mobilitätsloci sowie die genetische Instabilität (19). Man geht 
davon aus, dass PAIs aus ehemaligen Plasmiden und Bakteriophagen 
zusammengesetzt sind. Durch weitere Punktmutationen und Umlagerungen 
entstand die typische Mosaik-ähnliche, d.h. aus vielen einzelnen Teilen 
kombinierte Struktur dieser genetischen Elemente. Innerhalb der verschiedenen 
Virulenzfaktoren spielen die Adhäsine eine essentielle Rolle bei der Infektion, 
da sie die initiale Besiedelung der intestinalen Mukosa ermöglichen (51). 
Adhäsine bilden meist haarähnliche Strukturen, sogenannte Fimbrien oder Pili 
(10, 34). Mit deren Hilfe kann das Bakterium spezifische Zelloberflächen 
erkennen und somit je nach Subtyp zu unterschiedlichen Erkrankungen führen. 




Ein Merkmal zahlreicher EHEC-Stämme (SF und Nicht-SF) ist die Bildung 
sogenannter ”attaching and effacing” (A/E)-Läsionen an Enterozyten durch 
verschiedene Adhäsine (27). Hierbei verlieren die Epithelzellen ihren 
Mikrovillibesatz und bilden becherartige Ausstülpungen, über die die Bakterien 
eng mit den eukaryoten Zellen interagieren. Die für die Ausbildung der 
charakteristischen A/E-Läsionen verantwortliche genetische Information liegt 
auf einer als „Locus for enterocyte and effacement“ (LEE) bezeichneten ca. 
43Kb großen Pathogenitätsinsel im EHEC-Chromosom (38). Diese Insel 
ermöglicht außerdem sowohl die Intimaadhäsion, als auch die Induktion der 
Signaltransduktion (45). Das diagnostisch wichtigste Gen ist das sogenannte 
eae, welches für ein als Intimin bezeichnetes Protein kodiert. Hierbei handelt es 
sich um einen entscheidenden Faktor für die Adhärenz der Bakterien an die 
Erythrozyten. Studien zufolge spielt diese Pathogenitätsinsel neben weiteren 
Virulenzfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des HUS (31). 
Des Weiteren kodiert LEE für das Typ-III-Sekretionssystem, welches den 
größten Teil der Gene der PAIs einnimmt (55).  
Daneben gibt es andere Adhäsine, wie z.B. Efa1 (EHEC factor for adherence), 
ToxB und LPF (long polar fimbriae). Diese finden ihren Ursprung auf Plasmiden 
oder Pathogenitätsinseln innerhalb des Genoms (31, 52). Insgesamt ist aber 
der Adhäsionsmechanismus noch nicht völlig geklärt. 
 
Neben Pathogenitätsinseln spielen bei EHEC Bakteriophagen als Träger von 
Virulenzgenen eine große Rolle. Diese beherbergen die für die Shiga Toxin-
kodierenden Gene, die zur Familie der Ribosomen-inaktivierenden Proteine 
gehören und – abhängig vom Gewebe – extrem potente Zellgifte sind (43). An 
Nierenepithelzellen und anderen Zellen (Tumorzellen) wurde zudem das 
morphologische Bild des programmierten Zelltodes (Apoptose) beobachtet. 
Pathophysiologisch führt dies zu kapillären Endothelschäden und somit 
sekundär zu den Symptomen des HUS (44). Die Behandlung lysogener, d.h. 
Phagen-infizierter Bakterien mit physikalischen oder chemischen Noxen, z.B. 
UV-Licht oder Mitomycin C, induziert Signale, die in der Exzision von Phagen-
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DNA aus dem bakteriellen Genom resultieren. Der damit initiierte lytische 
Zyklus führt zur Vermehrung von Phagen-DNA und zur Synthese der Phagen-
Strukturproteine. Dies resultiert in der Zusammensetzung der neuen 
Phagenpartikel und deren Freisetzung durch enzymatische Lyse der Wirtszelle. 
Die Induktion der späten Phagengene führt zur Aktivierung und Expression der 
stx-Gene. Somit hängt die Toxinproduktion mit der Freisetzung der Phagen 
während des lytischen Zyklus zusammen. 
 
Neben LEE und stx besitzen die meisten EHEC-Stämme das ca. 93Kb große 
0157 Plasmid (39, 49). Durch Sequenzierung und Expressionsstudien konnte 
gezeigt werden, dass dieses Plasmid die genetische Information für ein 
porenbildendes Zytotoxin trägt, das sogenannte EHEC-Hämolysin. Das EHEC-
Hämolysin gehört zu der Familie der RTX Toxinen (RTX = repeats in toxin). 
Diese RTX Toxine spielen eine große Rolle für die Virulenz vieler 
gramnegativer pathogener Bakterien. Das Plasmid kodiert weiterhin sowohl für 
eine bifunktionale Katalase-Peroxidase (KatP) (12), welche das Bakterium vor 
oxidativem Stress schützt, als auch für ein komplexes Typ-II-Sekretionssystem 
(Etp) (13, 48). Die zugehörigen 13 Gene sind dem EHEC-Hämolysin-Operon 
benachbart. Typ-II-Sekretionssysteme sind bei vielen pathogenen Bakterien für 
die Ausschleusung wichtiger Virulenzfaktoren verantwortlich, z.B. von Zellulase 
und Pektat-Lyase beim pflanzenpathogenen Bakterium Erwinia chrysanthemi 
oder bei dem opportunistischen humanpathogenen Erreger Pseudomonas 
aeruginosa für die Sekretion von ToxinA, Lipasen und Proteasen (48). Das 
Plasmid pO157 kodiert außerdem für ein sezerniertes Protein von ca. 104kDa 
(28). Wir konnten zeigen, dass es sich bei diesem Protein um einen Vertreter 
der Klasse der Autotransporter-Proteine handelt. Diese Proteine – Prototyp ist 
die IgA-Protease von Neisseria gonorrhoeae – tragen am C-Terminus eine 
Domäne, die den Transport des Proteins durch die äußere Membran vollzieht, 
indem sie eine Pore bildet. Neben dem speziellen Transportmechanismus 
wurde auch die mögliche Funktion des Proteins (EspP) eingehend untersucht. 
Es zeigte sich, dass EspP als Serinprotease wirkt (11). Als mögliche Substrate 
konnten Pepsin und der humane Gerinnungsfaktor V identifiziert werden. Da ein 
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Mangel an Faktor V zu einer verzögerten Blutgerinnung führt, könnte EspP zur 
Verstärkung der Darmblutungen beitragen, die bei EHEC-Infektionen häufig 
auftreten.  
Neben der Charakterisierung möglicher plasmidkodierter Virulenzfaktoren 
zeigte sich, dass einzelne Gene bzw. Gruppen von funktionsverwandten Genen 
durch Insertionssequenzen voneinander getrennt sind. EHEC besitzen nicht nur 
große Plasmide wie pO157, sondern bisweilen auch solche mit weniger als 
10Kb. Ein 3,3Kb Plasmid aus dem EHEC O157:H7-Stamm 4821 wurde 
komplett sequenziert (36). Es zeigte sich, dass dieses Plasmid dem Antibiotika-
Resistenzplasmid NTP16 von Salmonella typhimurium sehr ähnlich ist 
(Homologie > 98%), aber keine Resistenzgene trägt. Ein weiteres kleines 
Plasmid von EHEC, pColD157, kodiert für ein Colicin der Klasse D. Die 
Sequenzierung dieses 6,7Kb Plasmides ergab für einen Teil des Plasmides 
hohe Homologie zum Colicin-plasmid pColD-CA23 bezüglich der Gene für das 
Colicin, für dessen Freisetzung und die Immunität des produzierenden 






Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der genomischen Variabilität 
innerhalb der EHEC O157. Das Genom von SF E. coli der Serogruppe O157:H¯ 
ist bislang nicht entschlüsselt. Hierzu wurde zunächst eine Teilsequenzierung 
einer Cosmidgenbank des EHEC O157:H¯-Stammes 493/89 vorgenommen, 
unter besonderer Berücksichtigung der Genombereiche mit Homologien zu dem 
O157:H7-Stamm EDL933. Danach wurden die Cosmid-Insertfragmente auf das 
Vorkommen von Pathogenitätsinseln bzw. sogenannten O-Islands (OIs oder 
genomische Inseln) anhand der Basic Local Alignment Search Tool–Datenbank 
(BLAST) untersucht. Pathogenitätsinseln sind als große genomische DNA-
Fragmente charakterisiert, die in pathogenen Stämmen vorkommen, während 
sie in nicht-pathogenen Stämmen derselben oder einer verwandten Art fehlen. 
In einem zweiten Schritt wurde von den insgesamt 177 OIs das Vorkommen 
und die Verbreitung der für potentielle Pathogenitätsfaktoren kodierenden OI 15 
und OI 28 im SF E. coli O157:H¯ 493/89 untersucht.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Geräte 
Es wurden Standardgeräte und -materialien der Firmen Applied Biosystems, 
Biometra, BioRad-Laboratories, Biozym, Eppendorf, Greiner, Heidolph, 
Heraeus, Herolab, Keutz und Kirsch verwendet. 
3.1.2 Reagenzien 
Neben Standardchemikalien und -verbrauchsmaterialien der Firmen ABgene 
House, AmershamPharmaciaBiotech, BioRad, Biozym, Braun, Delta Pharm, 
Eppendorf, Merck, Millipore, nunc und Sarstedt wurden folgende Chemikalien 
verwendet: 
 
• Für Mastermix der PCR • MgCl2 Solution (Roche) 
 • 10x PCR Puffer (Roche) 
 • dNTP Mix (Eppendorf) 
 • AmpliTaq (Eppendorf) 
 • Primer (Sigma Genosys) (30µmol/µl) 
• Für PCR-
Produktaufreinigung 
• Exonuclease I (New England 
Biolabs) 
 • Shrimp Alkaline Phosphatase (USB 
Amersham) 
• Agarosegel 1,5% • 1050mg Sea Kem LE Agarose  
 • 70ml 0,5fach TBE-Puffer  
 • TBE-Puffer (Roth) 
• Tris-HCl (Roth) 
• Molekular-
gewichtsmarker 
• 1Kb DNA Molekulargewichtsmarker 
(1µg/µl) (InvitroGen) 
–Material und Methoden–  
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• Gel-Lauf-Markierungs- • 6fach konzentrierter Probenpuffer: 
     Puffer (Eigenherstellung) • 250mg Bromphenolblau (Merck)   
 • 34ml Glycerin (Merck) 
 • 66ml HPLC a.d. (Merck) 
• Färbung • Ethidiumbromid (1mg/ml) (Bio Rad) 
     1 Tropfen auf 1l aqua dest. 
3.1.3 Nährmedien  
Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC-Agar) Fa. Oxoid GmbH, Wesel 
• Ansatz pro 1000ml: 
 
• 15,5g Pepton 
• 3g Proteose-Pepton 
• 10g d-Sorbitol 
• 1,5g Gallensalze 
• 5g Natriumchlorid 
• 15g Agar 
• 0,03g Neutralrot 
• 0,001g Kristallviolett 
• pH= 7,1 +/- 0,2 
Stichagar (Eigenherstellung) Institut für Medizinische Mikrobiologie, Münster 
 • Aqua demineralisata 
• Nähr-Brot DM 180 (Mast 
Diagnostika GmbH, Reinfeld) 
• Sobigel Agar RM 11 (Mast 
Diagnostika GmbH, Reinfeld) 
3.1.4 Bakterienstämme 
Die Isolate der EHEC O157:H7 und SF STEC O157:H¯ sind aus der Sammlung 
von Herrn Prof. Dr. rer. nat. H. Karch, Münster entnommen.  
Es wurden 10 EHEC O157:H7-Stämme sowie 29 STEC SF O157:H¯ und 5 SF 
O157 Shiga Toxin-negative Stämme ausgewählt (Tabelle 1a-c, Seite 9-11), die 
in den Jahren von 1996 bis 2003 im Rahmen der Routinediagnostik aus 
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menschlichen Stuhlproben isoliert werden konnten. Als Positivkontrolle diente 
E. coli O157:H7 EDL933 und als Negativkontrolle E. coli C600. 
Um die bei Raumtemperatur in LB-Stichagar aufbewahrten E. coli-Stämme in 
Reinkultur anzuzüchten, werden Sorbitol-McConkey-Selektiv-Agarplatten 
(SMAC-Platten) mit den Teststämmen beimpft und über Nacht bei 37°C 
bebrütet. Die so angelegten Reinkulturen können im Kühlschrank bis zu einer 
Woche aufbewahrt werden. 
Tabellen 1(A-C) zeigen eine Aufstellung aller Stämme mit Angabe zu ihrer 
Stammnummer (Stammnr.), Genausstattung und Herkunft. Tabelle 2 (Seite 11) 
fasst die Genausstattung der verschiedenen Serotypen zusammen. 
 
TABELLE 1A: AUFSTELLUNG DER VERWENDETEN E. COLI-BAKTERIENSTÄMME DER SEROGRUPPE 
O157:H7 SOWIE IHRER IDENTIFIZIERUNG 
Stammnr. E. coli 0157:H7 stx1 stx 2 stx 2c eae Material Diagnose 
6831/96 - + + + Stuhl Diarrhoe 
4598/97 - + + + Stuhl HUS 
2085/98 - + + + Stuhl HUS 
0865/99 - + - + Stuhl Diarrhoe 
2483/00 - + - + Stuhl HUS 
0025/01 + - - + Stuhl Diarrhoe 
0033/02 - + + + Stuhl HUS 
0279/02 - + - + Stuhl HUS 
0093/03 - + - + Stuhl n.b. 
0095/03 - + - + Stuhl n.b. 
Aus der Stammsammlung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. H. Karch mit entsprechenden 
Stammnummern (Stammnr.); n.b.= nicht bekannt; + = positiv; - = negativ 




TABELLE 1B: AUFSTELLUNG DER VERWENDETEN SF E. COLI-BAKTERIENSTÄMME DER SEROGRUPPE 
O157:H¯ SOWIE IHRER IDENTIFIZIERUNG 
Stammnr. SF E. coli  0157:H¯ stx1 stx 2 stx 2c eae Material Diagnose 
0493/89 - + - + Stuhl Diarrhoe 
0296/96 - + - + Stuhl HUS 
1533/96 - + - + Stuhl HUS 
2471/96 - + - + Stuhl HUS 
3072/96 - + - + Stuhl HUS 
5869/96 - + - + Stuhl HUS 
1598/96 - + - + Stuhl HUS 
1610/96 - + - + Stuhl Diarrhoe 
4180/97 - + - + Stuhl HUS 
3573/98 - + - + Stuhl HUS 
4368/98 - + - + Stuhl HUS 
2584/99 - + - + Stuhl HUS 
5376/99 - + - + Stuhl HUS 
0301/00 - + - + Stuhl HUS 
2518/00 - + - + Stuhl Diarrhoe 
0145/01 + - - + Stuhl Diarrhoe 
0164/01 - + - + Stuhl HUS 
0410/01 - + - + Stuhl Diarrhoe 
2841/01 - + - + Stuhl HUS 
0679/02 - + - + Stuhl HUS (atypisch) 
0817/02 - + - + Stuhl HUS 
0852/02 - + - + Stuhl HUS 
0001/03 - + - + Stuhl HUS 
0023/03 - + - + Abstrich n.b. 
0088/03 - + - + Stuhl HUS 
0094/03 - + - + Kultur n.b. 
0100/03 - + - + Stuhl Enteritis 
0198/03 - + - + Stuhl HUS 
0200/03 - + - + Stuhl HUS 
Aus der Stammsammlung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. H. Karch, Münster mit entsprechenden 
Stammnummern (Stammnr.); n.b. = nicht bekannt; + = positiv; - = negativ 




TABELLE 1C: AUFSTELLUNG DER VERWENDETEN STX-NEGATIVEN SF E. COLI-BAKTERIENSTÄMME DER 
SEROGRUPPE O157 SOWIE IHRER IDENTIFIZIERUNG 
Stammnr. stx-negative SF 
E. coli  0157 
stx1 stx 2 stx 2c eae Material Diagnose 
2937/95 - - - + Stuhl Diarrhoe 
6790/96 - - - + Stuhl HUS 
2576/97 - - - + Stuhl HUS 
0878/02 - - - + Stuhl HUS 
0071/03 - - - + Stuhl HUS 
Aus der Stammsammlung von Herrn Prof. Dr. rer. nat. H. Karch, Münster mit entsprechenden 
Stammnummern (Stammnr.); + = positiv; - = negativ 
 










eae HUS Diarrhoe n.b 
E. coli 0157:H7 10 1 9 4 10 5 3 2 
SF E. coli 
0157:H¯ 
29 1 28 0 29 21 6 3 
stx-negative SF 
E. coli  0157 
5 0 0 0 5 4 1 0 
n.b. = nicht bekannt; pos. = positiv 
 
3.2 Methoden  
3.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die PCR ist ein Verfahren zur Amplifikation eines bestimmten Genabschnittes. 
Hierbei wird die DNA unter Hitzeeinwirkung in ihre beiden Einzelstränge 
aufgespalten (Denaturierung) und danach wieder abgekühlt, damit sich die 
angewandten Primer an die passende Zielsequenz anlagern können 
(Hybridisierung). Diese dienen der Taq-Polymerase als Ansatzpunkt für die 
Polymerisation eines komplementären DNA-Stranges, welche durch eine 
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erneute Temperaturerhöhung gestartet wird (Elongation). Diese verschiedenen 
Schritte wiederholen sich in der hier angegebenen Reihenfolge um ein 
Vielfaches, so dass am Ende eine Großzahl an Kopien der Ursprungs-DNA 
vorliegt. Für die Amplifikation der gesuchten Gene wird jeweils der gleiche 
Ansatz gewählt. 1-2 Bakterienkolonien werden in 50µl NaCl suspendiert und für 
5 Minuten bei 100°C erhitzt. Dadurch wird die DNA de naturiert. 
Pro Ansatz werden folgende Reagenzien benötigt: 
• 17µl Aqua ad. 
• 2,5µl 10fach Puffer 
• 1,5µl MgCl2 
• 0,5µl dNTP 
• 0,5µl Primer forward 
• 0,5µl Primer reverse 
• 0,15µl AmpliTaq 
 
Dies ergibt einen Mastermix, der je nach Anzahl der Proben vorbereitet wird. In 
der Regel werden mehrere Amplifikationen mit denselben Primern, aber 
unterschiedlichen Stämmen durchgeführt. Deshalb ist es sinnvoll, zunächst 
jeweils 2,5µl der Bakteriensuspension in die PCR-Gefäße zu überführen und 
danach jeweils 22,65µl des Mastermixes hinzu zu geben. Dieser 
Gesamtreaktionsansatz von 25,15µl liefert ausreichend gute Amplifikate. 
Als Negativkontrolle wird ein PCR-Gefäß mit 2,5µl aqua dest. anstatt der 
Bakterienkultur gefüllt, welches als Sicherheitskontrolle mitgeführt wird. Die 
Reaktionen wurden in den Thermocyclern T-Gradient, T-Personal und i-Cycler 
der Fa. Biometra durchgeführt. 
Die verwendeten Primer und ihre Sequenzen sowie die genauen Bedingungen 
der DNA-Amplifikation in 30 Zyklen sind in Tabelle 3 (S.13) zu finden. 
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*  Cyclerdeckel wird vorgeheizt auf 103°C, Zyklenanzahl : 30 




Für die Analyse von DNA-Fragmenten werden etwa 7mm dicke, flach 
ausgegossene Agarosegele eingesetzt. Hierfür werden für ein 1,5% Gel 
1050mg Agarose in 70ml TBE-Puffer auf der Heizplatte mit einem 
magnetischen Rührstab in einem Erlenmeyerkolben erwärmt. Nachdem es 30 
Sekunden gekocht hat, kühlt es für 5 Minuten aus, bevor es in die vorbereiteten 
Gelschlitten mit Kämmen gegossen wird. Nach ca. 30 Minuten ist es erstarrt 
und kann in der Elektrophoresekammer mit 0,5% TBE-Puffer überschichtet 
werden. In einer 96-Mikrotitierplatte werden jeweils 10µl PCR-Produkt mit 2µl 
Probenpuffer (Blaumarker) vermischt. Davon werden 10µl in die Geltaschen 
pipettiert. Zur Beurteilung der Fragmentgröße wird ein 
Molekulargewichtsmarker mitgeführt. Dazu werden 2µl des Markers mit 2µl 
Probenpuffer und 8µl aqua dest. vermischt und 5µl davon in eine Geltasche 
überführt. Die Elektrophorese wird bei einer Spannung von 110Volt 
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durchgeführt, bis nach ca. 75 Minuten die Bromphenolblau-Bande etwa 2/3 des 
Gels durchlaufen hat. Zur visuellen Darstellung der DNA-Fragmente wird das 
Gel aus der Kammer genommen und für 20 Minuten erst in ein 1% 
Ethidiumbromidbad und danach für weitere 20 Minuten ins Wasserbad gelegt. 




3.2.3.1 PCR-Produktaufreinigung mit EXOSAP 
 
Für die Aufreinigung mit EXOSAP werden zu je 5µl des gewonnenen PCR-
Produktes 1µl Exonuklease (1U/µl) und 1µl Shrimp Alkaline Phoshatase (SAP) 
(1U/µl) gegeben. Während die SAP schon in der passenden Konzentration 
vorliegt, muss die Exonuclease zunächst 1:20fach verdünnt werden. Dies 
geschieht mittels ca. 87% Glycerinlösung und TBE-Puffer mit einem pH von 7,5. 
Dieser Ansatz wird nun kalt (ca. 4°C) in den nicht vorge heizten Thermocycler 
gestellt und das Programm EXOSAP gestartet. Hierbei entfernt zunächst die 
Exonuclease bei einer Temperatur von 37°C und einer L aufzeit von 30 Minuten 
die übrig gebliebenen Primer- und Pufferreste. Danach erfolgt bei 80°C und 15 
Minuten die Eliminierung der Exonuclease durch die SAP.  




Die Sequenzierungs-PCR ist vom Prinzip gleich aufgebaut wie die vorher 
beschriebene Amplifikations-PCR. Es ändern sich hingegen die 
Reagenzienzusammensetzung sowie Temperatur- und Zeiteinstellungen. 
Zusätzlich laufen bei der Sequenzierung die forward- und reverse-
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Polymerisation getrennt voneinander ab, so dass jeweils nur ein Primer 
zugegeben werden darf. 
Bei der Sequenzierung wird ein Ansatz mit einer Gesamtmenge von 10µl 
hergestellt. Er besteht aus: 
• 0,5µl Premix 
• 1,8µl 5xABI-Seq.-Puffer (40% Tris HCL, 1% MgCl2, 59% HPLC-H2O) 
• 2,0µl Primer (forward oder reverse) 
• 3,7µl HPLC-H2O 
• 2,0µl PCR-Produkt 
 
Das dann benötigte Cyclerprogramm läuft wiederum in 3 Schritten ab: 
• Denaturierung 96°C 10 Sekunden 
• Synthese  50°C 5 Sekunden 
• Elongation  60°C 4 Minuten 
 





Bei der Sephadex-Sequenzierungs-Produktaufreinigung werden die Kavitäten 
eines Column Loader (schwarze Lochplatte) mit Sephadex G50 Superfine (Fa. 
Sigma oder Fa. Amersham) Kunstharz aufgefüllt. Darüber wird eine MultiScreen 
HV-Platte gesetzt, deren Vertiefungen sich nach Drehen und Abklopfen beider 
Platten portioniert mit Sephadex aus der Lochplatte füllen. Nun wird zu jeder 
verwendeten Probe 300µl HPLC-H2O pipettiert. Überzählige Kavitäten werden 
mit einer Abdeckfolie abgeklebt. Dieser Ansatz wird für 3 Stunden bei 
Raumtemperatur zum Quellen stehengelassen. Danach kann bei 2300U/min für 
5 Minuten das überzählige HPLC-H2O abzentrifugiert werden. Dieser 
Waschschritt wird ein weiteres Mal wiederholt, wobei bei dem zweiten Ansatz 
nur noch 150µl HPLC-H2O hinzugefügt werden. Jetzt können 10µl des 
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Sequenzierungs-PCR-Produktes auf die entsprechenden Säulen pipettiert und 
anschließend wiederum für 5 Minuten bei 2300U/min zentrifugiert werden. Das 
aufgereinigte Produkt liegt nun in der untergelegten Standard-96-MT-Platte vor. 
Dieses wird für 15-20 Minuten in einer Speedvac-Vacuum-Zentrifuge bei 45°C 
getrocknet. Die Proben werden jetzt mit jeweils 20µl Formamid aufgefüllt und 
mit der Pipette gut vermischt. Danach folgt die Übertragung auf eine 




Informationen über das Genom des E. coli O157:H7-Stammes EDL933 liegen 
bereits in einer Datenbank vor, zugänglich über die Datenbank „PubMed“ unter 
dem Stichwort “Nukleotide“. Die gesamte Erbinformation ist in einer Genbank in 
sogenannte Accession-Nummern aufgeteilt, welche jeweils einen bestimmten 
Abschnitt der Gensequenz darstellen. Es wurde eine Liste der Sequenzen der 
Cosmid-Insertfragmente der Cosmid-Genbank des SF STEC O157:H¯ 439/89 
erstellt. Diese besitzen an beiden Fragmentenden Homologien zur 
Chromosomensequenz des STEC O157:H7-Stammes EDL933. Die Identität 
gibt einen Hinweis auf die prozentuale Homologie zwischen dem o.g. E. coli 
O157:H7 und SF E. coli O157:H¯-Stamm. 
Die vorliegenden Accessionnummern wurden jeweils in die Datenbank des 
„PubMed“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) eingegeben und nach 
Pathogenitätsinseln durchsucht. Bei den Pathogenitätsinseln (PAIs) handelt es 
sich um Gensequenzen, welche nicht in E. coli K-12 MG1655, aber in E. coli 
EDL933 vorhanden sind (46). Jegliche Insel, welche auf einer der angegebenen 
Accessionnummern liegt, wurde mit in die neue Datenbank aufgenommen. Da 
in „PubMed“ die komplette Basensequenz der einzelnen Accessionnummern 
mitgeliefert wird, lässt sich mit Kenntnis der genauen Lokalisation der Insel mit 
einem Primerprogramm ein neuer Primer erstellen. 
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Die Datenbank liefert Informationen über die Gene und teilweise auch deren 
Funktionen. Außerdem lassen sich die jeweiligen Inseln mit der Darstellung des 





4.1 Sequenzierung der Cosmid-Genbank des Sorbit-fermentierenden 
EHEC O157:H¯ 
 
Um einen ersten Überblick zur Genomaustattung des SF E. coli O157:H¯ 
493/89 zu erhalten, wurde zunächst eine bereits vorhandene Cosmid-Genbank 
dieses Stammes teilsequenziert. 
4.1.1  Übersicht der Cosmide 
 
Durch die Herstellungsweise bedingt liegt die Größe eines chromosomalen 
Insertionsabschnittes in einem Cosmid zwischen 39 und 43Kb. Zunächst wurde 
die Cosmid-DNA von 300 verschiedenen Klonen von beiden Seiten 
ansequenziert. Die durchschnittliche Länge einer Sequenzierung betrug etwa 
500 bis 600 Basenpaare. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit den 
Sequenzdaten in der Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)-Datenbank 
(National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, USA) 
verglichen. Die erhaltenen Sequenzen wurden über Datenbanken abgeglichen 
und auf Homologie zu genomischen Inseln (sog. „O-Islands“, OIs) überprüft. Für 
25 OIs der Sequenz des EHEC O157:H7-Stammes EDL933 konnte eine 
Identität von 85% bis 99% zu den Cosmiden ermittelt werden. Da einige 
Cosmide nur Teile einer OI ausmachen, weisen mehrere Cosmide Homologien 
zu einer OI auf. Insgesamt wurden 40 Cosmide mit Übereinstimmungen zu den 
Inseln identifiziert (Tabelle 4, Seite 19-21). Die in dieser Arbeit näher 




TABELLE 4: SEQUENZEN DER COSMIDE DES E. COLI O157:H¯ 493/89, WELCHE HOMOLOGIEN ZUR 















3-39r 99 AE005197 4263-4888 OI 7 RhsG 


















4-46f 99 AE005229 7940-8606 
<1..18939 
OI 28; 
RTX Toxin, Porin 
6-35r 98 AE005228 6828-7519 
2361..>8646 
OI 28 
RTX Toxin, Porin 





RTX Toxin, Porin 
10-32r 99 AE005230 2528-1811 
375..3017 
OI 29 
RTX Toxin, Porin 








































































5-45r 91 AE005422 552-4 
<1..>10526 
OI 79 
lomU, antU,  
CP-933U 

















































































































Beim Durchsuchen der über das Internet zugänglichen Datenbanken sind 
allerdings auch Bereiche des Genoms aufgefallen, welche zwar nicht innerhalb 
der vorgegebenen Cosmide lagen, aber für PAIs des E. coli O157:H7-Stammes 
kodieren. Diese wurden zusätzlich in die neue Datenbank aufgenommen 
(Tabelle A6, s. Anhang). Für die Herstellung des Primers ist das Cosmid nicht 
notwendig. Deshalb wurde eine Datenbank erstellt, die sowohl 
Pathogenitätsinseln enthält, welche mit den Cosmiden übereinstimmen, sowie 
einige, die andere Positionen einnehmen. Allen gemein ist jedoch, dass sie auf 
Accession-Nummern liegen, die an irgendeiner Position mit einem der Cosmide 
übereinstimmen. Da einige Cosmide für dieselbe Insel kodieren, wurden sie zur 
besseren Übersicht in der Tabelle 4 (Seite 19-21) innerhalb eines Kastens 
zusammengefasst. 
Insgesamt wurden 68 OIs mit dieser Methode identifiziert, von denen 25 auf 
den Cosmiden und 43 auf anderen Bereichen der Accession-Nummer lagen. 
In Abbildung 1 (Seite 23) sind diejenigen Bereiche in der E. coli EDL933-
Genomsequenz illustriert, die den OIs entsprechen. Die in dieser Arbeit 










blau = bekannte O-islands, schwarz = unbekannte O-islands,  
rot = in dieser Arbeit untersuchte O-islands 
 
4.1.2 Charakterisierung von Bereichen des Genoms von EHEC O157:H7 
EDL933, die potentielle Virulenzgene kodieren 
 
Von großem Interesse waren jene Cosmid-Insertfragmente, bei denen eine 
Homologie mit der E. coli EDL933-Sequenz vorhanden ist. Um diese 
Fragmente näher zu charakterisieren, wurde eine PCR-Strategie zum Nachweis 








ABBILDUNG 2: GELELEKTROPHORESE NACH PCR MIT PRIMER FÜR ADH 
 
Spur         1    2    3    4    5   6         7    8 
 
TABELLE 5: LEGENDE DER IN ABB.2 DARGESTELLTEN GELELEKTROPHORESE:  
BAKTERIENSTÄMME, PCR-PRODUKT UND MOLEKULARGEWICHTSMARKER 
Spur Bakterienstamm bzw. Marker PCR-Produkt [ADH, 577 bp] 
Spur 1 STEC 0157:H7 EDL933 positiv 
Spur 2 STEC SF 0157:H¯ 3072/96 positiv 
Spur 3 STEC SF 0157:H¯ 4180/97  positiv 
Spur 4 STEC SF 0157:H¯ 3573/98 positiv 
Spur 5 STEC SF 0157:H¯ 2584/99 positiv 
Spur 6 E. coli C600 negativ 
Spur 7 Molekulargewichtsmarker  
(„1Kb DNA Ladder“, Fa. Invitrogen) 
 
Spur 8 Bandengröße in bp  
 
In dieser Arbeit wurden die genomischen Inseln (OIs) 15 und 28 näher 
untersucht. Die OI 15 kodiert für ein Adhäsin. Das zugehörige Cosmid weist 
94% Homologie zum E. coli O157:H7-Stamm auf. Des Weiteren zeigte die OI 
28 nur 85% Homologie und kodiert für ein RTX Toxin.  
Das RTX Toxin beinhaltet eine Familie von großen, hitzelabilen, 
kalziumabhängigen, porenbildenden Zytotoxinen. E. coli-Hämolysin (HlyA) 
bildet den Prototypen der RTX und ist vor allem mit extraintestinalen E. coli-
Infektionen assoziiert (4). Wie im Falle des Hämolysin-Operons des E. coli 





















Chromosomen, meist den Pathogenitätsinseln, lokalisiert sein. Die allgemeine 
Struktur des Toxins besteht aus glyzinreichen Nonapeptidwiederholungen mit 
einer bestimmten Sequenz. Die Anzahl der Wiederholungen variiert zwischen 9 
und 40. Das durch das hlyCABD–Operon entstandene Genprodukt HlyA wird 
durch HlyC aktiviert und einen HlyB und HlyD abhängigen 
Sekretionsmechanismus abgegeben, wodurch die Porenbildung ermöglicht wird 
(3). 
Adhäsine spielen eine wesentliche Rolle innerhalb der Virulenz der Bakterien. 
Eine wichtige Gruppe ist auf dem LEE kodiert. Es sind aber auch für die 
Pathogenität entscheidende Adhäsine auf anderen Teilen des Genoms 
verschlüsselt. Bisher ist die genaue Funktion dieses Adhäsins der PAI 15 noch 
nicht identifiziert. 
Mit Hilfe der etablierten PCR und anschließender Sequenzierung konnte 
gezeigt werden, dass beide Pathogenitätsinseln in allen untersuchten Stämmen 
nachweisbar waren.  





TABELLE 7: ERGEBNIS DER PCR-UNTERSUCHUNG DER VERSCHIEDENEN STÄMME VON HERRN PROF. 





OI 28 OI 15  STEC 
SF O157:H- 
Stammnr. 
OI 28 OI 15  E. coli SF O157 
stx-neg. 
Stammnr. 
OI 28 OI 15 
6831/96 + +  0493/89 + +  2937/95 + + 
4598/97 + +  0296/96 + +  6790/96 + + 
2085/98 + +  1533/96 + +  2576/97 + + 
10865/99 + +  2471/96 + +  878/02 + + 
2483/00 + +  3072/96 + +  071/03 + + 
0025/01 + +  5869/96 + +     
0033/02 + +  15998/96 + +     
0279/02 + +  16110/96 + +     
0093/03 + +  180/97 + +     
0095/03 + +  3573/98 + +     
EDL933 + +  4368/98 + +     
C600 - -  2584/99 + +     
 
   5376/99 + +     
    0301/00 + +     
    2518/00 + +     
    0145/01 + +     
    0164/01 + +     
    0410/01 + +     
    2841/01 + +     
    0679/02 + +     
    0817/02 + +     
    0852/02 + +     
    0001/03 + +     
    0023/03 + +     
    0088/03 + +     
    0094/03 + +     
    0100/03 + +     
    0198/03 + +     






Die PCR-Produkte wurden nach weiterer Aufreinigung sequenziert. 
Anschließend wurden die Sequenzen mit den Genomabschnitten des jeweiligen 
Bereichs des E. coli-Stammes EDL933 O157:H7 verglichen. Dabei zeigte sich 
bei allen Produkten eine Übereinstimmung der Basenpaare. 
Somit konnte gezeigt werden, das sowohl das Adhäsin der genomischen Insel 
15 als auch das RTX Toxin der genomischen Insel 28 in 34 von 34 
untersuchten SF O157:H¯-Stämmen vorhanden waren (siehe Tabelle7, Seite 
26). Dabei waren 29 Stämme stx-positiv und 5 stx-negativ. 
Außerdem zeigten wie erwartet alle 10 untersuchten O157:H7-Stämme das 
Vorhandensein dieser genomischen Inseln.  
 
– Diskussion –  
28 
 
5 Diskussion  
 
Escherichia coli besiedelt den Darm des Menschen und nimmt dort eine 
herausragende Stellung ein. Bestimmte Typen dieser Mikrobe können aber 
auch Krankheiten verursachen. Hierzu zählen die enterohämorrhagischen E. 
coli (EHEC), die erstmals 1982 in den USA als neuer Pathotyp der Coli-
Bakterien identifiziert wurden (47). Durch ihre außerordentliche 
Anpassungsfähigkeit an die unterschiedlichsten Umweltbedingungen haben 
sich EHEC inzwischen weltweit ausbreiten können.  Bis in die 90er Jahre traten 
vor allem EHEC-Bakterien des Serotyps O157:H7 als Infektionserreger auf. 
Diese können im Gegensatz zu den E. coli der physiologischen Flora kein 
Sorbit fermentieren und sind daher aufgrund dieses metabolischen 
Unterschiedes mit Hilfe des Sorbit-Mac-Conkey Agars zu identifizieren. Karch 
beschrieb erstmals 1990 auch Sorbit-fermentierende (SF) E. coli O157:H¯, die 
als Verursacher von HUS identifiziert werden konnten (1, 2, 14, 29). Diese 
Erreger waren verantwortlich für einen HUS-Ausbruch in Waakirchen (Bayern) 
im Jahre 1988 (29). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die weitere Charakterisierung des Genoms 
von SF O157:H¯ durchgeführt. Hierzu wurde zunächst eine Auswertung einer 
Teilsequenzierung einer Cosmidgenbank des EHEC O157:H¯ 493/89 
vorgenommen, unter besonderer Berücksichtigung der Genombereiche mit 
Homologien zu E. coli O157:H7 EDL933. Durch Ansequenzierungen der 
Cosmide und Sequenzvergleich mit der zugänglichen E. coli O157:H7-
Genomsequenz konnten zahlreiche Klone mit zu E. coli O157:H7 homologen 
Bereichen, aber auch Klone mit Genen ohne bekannte Homologien identifiziert 
werden. Die Identitäten der homologen Sequenzen liegen im Durchschnitt bei 
98 bis 99%. Die einzelnen Abweichungen der Nukleotide sind überwiegend 
punktuell über die DNA-Sequenz verteilt. Dies weist auf isolierte 
Punktmutationen und damit auf eine unterschiedliche evolutionäre Entwicklung 
des ehemaligen gemeinsamen chromosomalen Grundgerüstes hin. Es konnten 
aber auch einige E. coli O157:H¯ 493/89-Sequenzen ermittelt werden, die über 
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größere Sequenzbereiche zu 100% identisch mit E. coli O157:H7 EDL933 sind. 
Diese Genbereiche sind vermutlich von beiden Serovaren erst vor kurzem in 
das Genom integriert worden.  
Von besonderem Interesse in dieser Arbeit waren zwei genomische Inseln: OI 
15 und OI 28. Diese genomischen Inseln kodieren in E. coli O157:H7 EDL933 
für ein Adhäsin (OI 15) und ein RTX Toxin (OI 28). Für ihren Nachweis wurde 
ein PCR-Verfahren entwickelt, mit dem das Vorhandensein der entsprechenden 
Gene in E. coli-Stämmen überprüft werden kann. Insgesamt wurden 34 
ausgewählte SF E. coli O157:H¯ auf das Vorhandensein von OI 15 und OI 28 
überprüft. In allen Stämmen waren diese Gene nachweisbar. Somit zeigen die 
im Rahmen dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse insgesamt eine hohe 
Homologie zwischen SF E. coli O157:H¯ und E. coli O157:H7.  
Es ist anzunehmen, dass RTX Toxine einen Selektionsvorteil für Bakterien 
darstellen (54). Über die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Sequenz des 
PAI 28 liegen bislang keine weiteren Informationen vor. Der Aufbau des Islands 
im Sinne eines RTX Toxins legt jedoch die Vermutung nahe, dass dort eventuell 
für ein Porin kodiert wird (46). 
Bei dem auf der OI 15 kodierten Adhäsin ist die genaue Wirkweise bislang nicht 
bekannt. Eine Bedeutung für die Pathogenität der überprüften EHEC ist in 
weiteren Untersuchungen zu finden. 
Die beiden beschriebenen OIs 15 und 28 mit den Proteinen Adhäsin und RTX 
Toxin gehören aufgrund ihrer Virulenz nicht zum Core-Genom. Da sie jedoch in 
beiden Serogruppen E. coli O157:H7 und SF E. coli O157:H¯ nachzuweisen 
sind, können sie nicht zur Unterscheidung dieser beiden Stämme beitragen. Die 
genaue Bedeutung der Virulenzfaktoren muss jedoch durch weitere 
Funktionsprüfung geklärt werden.  
 
In dieser Studie wurde dargelegt, dass 25 der 177 genomischen Inseln des 
STEC O157:H7 mit einer Homologie zwischen 85 und 99% auf dem SF STEC 
O157:H¯-Stamm vorhanden sind. Außerdem wurden weitere 43 OIs identifiziert.  
Zahlreiche Cosmid-Insertfragmente weisen an ihren Enden nicht auf dem E. coli 
EDL933-Chromosom zusammenhängende Bereiche auf. Eine mögliche 
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Erklärung hierfür besteht in einer unterschiedlichen Ausstattung der beiden 
Serovare mit Bakteriophagen. Diese könnten für die mosaikartige 
Strukturierung der Genomsequenz verantwortlich sein. In dem EHEC O157:H7-
Stamm EDL933 befinden sich die Strukturgene für Shiga Toxin 1 (stx1) und 2 
(stx2) im Genom temperenter, lambdoider Bakteriophagen (17, 40). Die 
Genomsequenzierung hat gezeigt, daß die stx-Gene etwa 8Kb vom 
Replikationsursprung (Gene o und p) des Bakteriophagen entfernt lokalisiert 
sind (40). Die Region zwischen den Genen o und stx zeigt bei Bakteriophagen 
verschiedener EHEC-Stämme eine deutliche Variabilität bezüglich ihrer Länge 
und Nukleotidsequenz. Es ist möglich, dass Deletionen im Bereich des 
Replikationsursprunges hierfür verantwortlich sind. Die stx-Gene sind in einer 
Region integriert, die auf der einen Seite von einer bei Lambda als nin-Region 
(N-independent growth) (15) bekannten Region, auf der anderen Seite von der 
Lysiskassette begrenzt werden (41). Der Vergleich der nin-Region 
unterschiedlicher Toxin-konvertierender Phagen zeigte, dass das Prinzip der 
Überlappung der nin-Gene stark konserviert ist. Als variabel erwiesen sich 
jedoch die Anzahl und Länge der einzelnen Gene. Diese Variabilität lässt auf 
eine hohe Rekombinationsfrequenz in der nin-Region schließen. Vergleichende 
Untersuchungen an EHEC O157:H7 haben gezeigt, dass die Bakteriophagen 
sowohl in molekularer als auch morphologischer Hinsicht unterschiedlich sind. 
Über das Phagenprofil der SF EHEC O157:H¯ ist noch wenig bekannt.  
 
Die exakte Größe des Genoms von E. coli O157:H7 EDL933 ist belegt (5,5Mb) 
(46), die von E. coli O157:H¯ 493/89 wurde aufgrund von Pulsfeld-
Gelelektrophorese-Fragmenten bisher nur abgeschätzt (ca. 4,9Mb) (16, 24). 
Der Größenunterschied von 0,6Mb der beiden Genome ist durch einen 
unterschiedlich stark ausgeprägten Erwerb verschiedener DNA-Elemente über 
horizontalen Gentransfer erklärbar. 
Das Vorkommen zusätzlicher DNA-Elemente in E. coli O157:H7 EDL933 im 
Vergleich zu E. coli O157:H¯ 493/89 bestätigen einige Cosmide, die für 
potentielle Virulenzfaktoren kodieren. Allerdings findet sich ein auf dem E. coli 
O157:H7 EDL933-Genom nicht vorhandener, aber für einen potentiellen 
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Virulenzfaktor kodierender Genbereich in E. coli O157:H¯ 493/89. Dieser stellt 
die kompletten Gene für ein „Cytolethal distending toxin“ (CDT) dar. Dieses in 
SF E. coli O157:H¯ vorkommende cdt-Homolog besteht aus den Genen cdtA, 
cdtB und cdtC (25, 33). Des Weiteren kodiert dieser Bereich für mehrere 
Proteine mit Homologien zu den Bakteriophagen P2 und Lambda auf beiden 
Seiten des cdt-Operons. Diese Befunde deuten darauf hin, dass das cdt in SF 
EHEC O157:H¯ phagenkodiert ist. Das cdt-Operon wurde kürzlich subkloniert 
und der entsprechende Klon zeigte denselben endothelschädigenden Effekt wie 
der Wildtyp-Stamm und das Cosmid-Insert 13-18. Untersuchungen zum 
Vorkommen des cdt-Homologs in SF EHEC O157:H¯ zeigten, dass es bei 87% 
der Stämmen vorkommt (25). Alle EHEC-Stämme, die das cdt-Gen 
beherbergen, produzieren auch biologisch aktive CDT-Proteine, die eine 
Zelldistension verursachen. Neben dem cdt-Homolog konnte bisher ein 8,8Kb 
großer Bereich mit hoher Homologie zu einer Pathogenitätsinsel in Shigella 
flexneri 2a–Stamm YSH6000 identifiziert werden (23, 53). In Shigella kodiert 
diese genomische Insel für eine Antibiotikaresistenz gegenüber Streptomycin, 
Ampicillin, Chloramphenicol und Tetrazyklin (53). Diese Insel wird daher als 
Shigella Resistance Locus PAI (SRL PAI) bezeichnet. Neben der multiplen 
Antibiotikaresistenz ist auf der SRL PAI ein Gencluster für ein Eisen-Dicitrat-
Aufnahmesystem kodiert, welches als fec (ferric dicitrate uptake system) 
bezeichnet wird (35). Sieben „open reading frames“ (ORF) der E. coli-
Cosmidsequenzierung zeigen eine Homologie zwischen 88% und 97% zu der 
SRL PAI. Davon liegen fünf ORFs innerhalb eines 8,8Kb großen Fragmentes 
des E. coli O157:H¯ 493/89-Stammes, welches allerdings in E. coli O157:H7 
EDL933 nicht vorhanden ist. Trotzdem konnten die bei Shigella kodierte 
Antibiotikaresistenz sowie das fec bei E. coli O157:H¯ 493/89 nicht 
nachgewiesen (23) werden. Einen weiteren auf dem E. coli O157:H7 EDL933-
Genom nicht vorhandenen aber für einen potentiellen Virulenzfaktor 
kodierenden Genbereich in E. coli O157:H¯ 493/89 stellen die kompletten Gene 
des efa1/lifA-ORFs dar. In dem E. coli O157:H7 EDL933-Genom ist dieses Gen 
nur rudimentär vorhanden. Das Adhäsin Efa1 wurde auch in EHEC O111:H¯ 
gefunden (42).  




Die neuen methodischen Entwicklungen in der Genomforschung geben auch 
dem Gebiet der Erforschung von EHEC neue Impulse hinsichtlich der 
Mechanismen der Pathogenität und Virulenz dieser Erreger. Die bisherigen 
Ergebnisse zeigen, dass EHEC eine große Zahl potenter Pathogenitätsgene 
besitzen, die vornehmlich auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert sind 
und in unterschiedlicher Kombination vorhanden sein können. Ihr pathogenes 
Potential geht weit über das eines Enteritiserregers hinaus, doch die Klärung 
der der Pathogenese des HUS zugrunde liegenden Mechanismen erfordern 
weitere Untersuchungen. 
 





A   Adenin 
A/E-Läsionen „Attaching and Effacing“-Läsionen 
Abb.   Abbildung 
Acc.Nr.  Accession Number 
Ampli-Taq  Amplifikations-Taq 
Aqua dest.  Destilliertes Wasser (aqua destillata) 
BLAST  Basic Local Alignment Tool 
bp   Basenpaare 
C   Cytidin 
ca.   zirka 
CDT   Cytolethal Distending Toxin 
dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat 
DNA   desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
E. coli   Escherichia coli 
eae   E. coli “attaching and effacing”-Gen, Intimin 
Efa 1   EHEC factor for adherence 
EHEC   Enterohämorrhagische E. coli 
EIEC   Enteroinvasive E. coli 
EPEC   Enteropathogene E. coli 
Esp   E. coli sezernierte Proteine 
EspP   extrazelluläre Serinprotease 
ETEC   Enterotoxische E. coli 
Fa.   Firma 
fec   ferric dicitrate uptake-Gen 
g   Gramm 
G   Guanin 
h   Stunde 
hly   E. coli Enterohämolysin-Gen 
HPLC high pressure liquid chromatographie 
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HUS   hämolytisch-urämisches Syndrom 
Iha   IrgA homologes Adhäsin 
IMS   Immunomagnetische Separationsmethode 
Irga   Eisen-regulierte Gene A 
katP   Katalase-Peroxidase-Gen 
Kb   Kilobasenpaare 
kDa   kilo Dalton 
LB-Stichagar  Luria-Bertoni-Stichagar 
LEE   Locus for Enterocyte Effacement 
Lifa   Lymphostatin 
LPF   lange polare Fimbrien 
LPS   Lipopolysaccharid 
M   molar, mol/l 
Mb   Megabasen 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
MM   Mastermix 
mg   Milligramm 
min   Minute(n) 
ml   Milliliter 
MT-Platte  Mikrotitierplatte 
NaCl   Natriumchlorid 
n.b.   nicht bekannt 
Neg.   negativ 
Nin-Region  N-unabhängige Region (N-independent growth region) 
o.g.   oben genannte 
OI   O-Islands, genomische Inseln 
ORF   offene Leserahmen (open reading frames) 
PAI   Pathogenitätsinsel 
PCR   Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PFGE   Pulsfeldgelelektrophorese 
pos.   positiv 
PTS   Phosphotransferasesystem 
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RTX   Repeats in Toxin 
sec.   Sekunde 
SAP   Shrimp Alkaline Posphatase 
SF   Sorbit-fermentierend 
SMAC-Agar  Sorbitol MacConkey-Agar 
SRL   Shigella Resistance Locus 
STEC   Shiga Toxin-produzierende E. coli 
Stx   Shiga Toxin 
T   Thymidin 
TAI   Tellurite-resistance and Adherence-confering Island 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA-Polymerase 
TBE-Puffer  Tris-Borsäure-EDTA-Puffer 
Tir   translocated intimin receptor 
ToxB   Toxin B 
Tris   Trishydroxyethylaminoethan 
tRNA   Transfer-RNA 
UV   Ultraviolett 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
°C   Grad Celsius 




• Abb.1: Bereiche der  E. coli EDL933-Genomsequenz, die den 
genomischen Inseln entsprechen 
 
• Abb. 2: Beispiel einer PCR nach Gelelektrophorese 
 
 





• Tabelle 1A-C: Aufstellung der verwendeten Bakterienstämme sowie 
ihrer Identifizierung 
• Tabelle 2: Verteilung der Genausstattung der verschiedenen Serotypen 
• Tabelle 3: Primersequenzen und PCR-Bedingungen 
• Tabelle 4: Sequenzen der Cosmide des E. coli O157:H¯ 493/89, welche 
Homologien zur Nukleotidsequenz des E. coli O157:H7 EDL933 
besitzen.  
• Tabelle 5: Bakterienstämme der abgebildeten Gelelektrophorese 
• Tabelle A6: Übersicht über alle OIs  
• Tabelle 7: Ergebnis der PCR-Untersuchungen der verschiedenen 
Stämme von Prof. Dr. rer. nat. H. Karch,  









(1) Allerberger, F., Dierich, M. P., Gruber-Moesenbacher, U., Liesegang, 
A., Prager, R., Hartmann, G., Rabsch, W., Tschape, H. and Karch, H. 
(2000) "Nontoxigenic sorbitol-fermenting Escherichia coli O157:H- 
associated with a family outbreak of diarrhoea." Wien Klin Wochenschr, 
112(19), pp. 846-50. 
(2) Ammon, A., Petersen, L. R. and Karch, H. (1999) "A large outbreak of 
hemolytic uremic syndrome caused by an unusual sorbitol-fermenting 
strain of Escherichia coli O157:H-" J Infect Dis,  179(5), pp. 1274-7. 
(3) Bauer, M. E. and Welch, R. A. (1996) "Association of RTX toxins with 
erythrocytes." Infect Immun, 64(11), pp. 4665-72. 
(4) Bauer, M. E. and Welch, R. A. (1996) "Characterization of an RTX toxin 
from enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7." Infect Immun, , 
64(1), pp. 167-75. 
(5) Bettelheim, Karl A., Whipp, Margaret, Djordjevic, Steven P. and 
Ramachandran, Vidiya (2002) "First isolation outside Europe of sorbitol-
fermenting verocytotoxigenic Escherichia coli (VTEC) belonging to O 
group O157." J Med Microbiol, 51(8), pp. 713-4. 
(6) Bielaszewska, M., Schmidt, H., Karmali, M. A., Khakhria, R., Janda, 
J., Blahova, K. and Karch, H. (1998) "Isolation and characterization of 
sorbitol-fermenting Shiga toxin (Verocytotoxin)-producing Escherichia coli 
O157:H- strains in the Czech Republic." J Clin Microbiol, 36(7), pp. 2135-
7. 
(7)  Bielaszewska, M., Schmidt, H., Liesegang, A., Prager, R., Rabsch, 
W., Tschape, H., Cizek, A., Janda, J., Blahova, K. and Karch, H. 
(2000) "Cattle can be a reservoir of sorbitol-fermenting shiga toxin-
producing Escherichia coli O157:H(-) strains and a source of human 
diseases." J Clin Microbiol,  38(9), pp. 3470-3. 
(8) Blum, G., Ott, M., Lischewski, A., Ritter, A., Imrich, H., Tschape, H. 
and Hacker, J. (1994) "Excision of large DNA regions termed 
 –Literaturverzeichnis 
   
39 
 
pathogenicity islands from tRNA-specific loci in the chromosome of an 
Escherichia coli wild-type pathogen." Infect Immun,  62(2), pp. 606-14. 
(9) Boyd, E. F. and Hartl, D. L. (1998) "Chromosomal regions specific to 
pathogenic isolates of Escherichia coli have a phylogenetically clustered 
distribution." J Bacteriol, 180(5), pp. 1159-65. 
(10) Brunder, W., Khan, A. S., Hacker, J. and Karch, H. (2001) "Novel type 
of f imbriae encoded by the large plasmid of sorbitol-fermenting 
enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H(-)." Infect Immun, 69(7), pp. 
4447-57. 
(11) Brunder, W., Schmidt, H. and Karch, H. (1996) "KatP, a novel 
catalase-peroxidase encoded by the large plasmid of 
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7." Microbiology, 142 ( Pt 
11) pp. 3305-15. 
(12) Burland, V., Shao, Y., Perna, N. T., Plunkett, G., Sofia, H. J. and 
Blattner, F. R. (1998)  "The complete DNA sequence and analysis of the 
large virulence plasmid of Escherichia coli O157:H7." Nucleic Acids Res, 
26(18), pp. 4196-204. 
(13) Caprioli, A and Tozzi A.E. (1998) "Epidemiology of Shiga toxin-
producing Escherichia coli infections in continentel Europe," in Kaper J.B; 
O´Brien, eds., Escherichia coli 0157:H7 and Other Shiga toxin-producing 
E.coli strains. Washington, DC, pp. 38-48. 
(14) Cheng, S. W., Court, D. L. and Friedman, D. I. (1995) "Transcription 
termination signals in the nin region of bacteriophage lambda: 
identification of Rho-dependent termination regions." Genetics, 140(3), 
pp. 875-87. 
(15) Dobrindt, U., Hentschel, U., Kaper, J. B. and Hacker, J. (2002) 
"Genome plasticity in pathogenic and nonpathogenic enterobacteria." 
Curr Top Microbiol Immunol, 264(1), pp. 157-75. 
(16) Friedrich, Alexander W., Bielaszewska, Martina, Zhang, Wen-Lan, 
Pulz, Matthias, Kuczius, Thorsten, Ammon, Andrea and Karch, 
Helge (2002)  "Escherichia coli harboring Shiga toxin 2 gene variants: 
 –Literaturverzeichnis 
   
40 
 
frequency and association with clinical symptoms." J Infect Dis, 185(1), 
pp. 74-84. 
(17) Griffin, P. M. and Tauxe, R. V. (1991) "The epidemiology of infections 
caused by Escherichia coli O157:H7, other enterohemorrhagic E. coli, 
and the associated hemolytic uremic syndrome." Epidemiol Rev,13pp. 
60-98. 
(18) Hacker, J. and Kaper, J. B. (2000) "Pathogenicity islands and the 
evolution of microbes." Annu Rev Microbiol, 54pp. 641-79. 
(19) Hacker, J., Blum-Oehler, G., Muhldorfer, I. and Tschape, H. (1997) 
"Pathogenicity islands of virulent bacteria: structure, function and impact 
on microbial evolution." Mol Microbiol, 23(6), pp. 1089-97. 
(20) Hayashi, T., Makino, K., Ohnishi, M., Kurokawa, K., Ishii, K., 
Yokoyama, K., Han, C. G., Ohtsubo, E., Nakayama, K., Murata, T., 
Tanaka, M., Tobe, T., Iida, T., Takami, H., Honda, T., Sasakawa, C., 
Ogasawara, N., Yasunaga, T., Kuhara, S., Shiba, T. and Hatto (2001) 
"Complete genome sequence of enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157:H7 and genomic comparison with a laboratory strain K-12." DNA 
Res, 8(1), pp. 11-22. 
(21) Huppertz, H. I., Busch, D., Schmidt, H., Aleksic, S. and Karch, H. 
(1996) "Diarrhea in young children associated with Escherichia coli non-
O157 organisms that produce Shiga-like toxin." J Pediatr, 128(3), pp. 
341-6. 
(22) Janka, Andreas, Becker, Georg, Sonntag, Anne-Katharina, 
Bielaszewska, Martina, Dobrindt, Ulrich and Karch, Helge (2005) 
"Presence and characterization of a mosaic genomic island which 
distinguishes sorbitol-fermenting enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157:H- from E. coli O157:H7." Appl Environ Microbiol, 71(8), pp. 4875-
8. 
(23) Janka, Andreas, Bielaszewska, Martina, Dobrindt, Ulrich and Karch, 
Helge (2002) "Identification and distribution of the enterohemorrhagic 
Escherichia coli factor for adherence (efa1) gene in sorbitol-fermenting 
Escherichia coli O157: H-" Int J Med Microbiol, 292(3-4), pp. 207-14. 
 –Literaturverzeichnis 
   
41 
 
(24) Janka, Andreas, Bielaszewska, Martina, Dobrindt, Ulrich, Greune, 
Lilo, Schmidt, M. Alexander and Karch, Helge (2003) "Cytolethal 
distending toxin gene cluster in enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157:H- and O157:H7: characterization and evolutionary 
considerations." Infect Immun, 71(6), pp. 3634-8. 
(25) Karch, H. and Bielaszewska, M. (2001) "Sorbitol-fermenting Shiga 
toxin-producing Escherichia coli O157:H(-) strains: epidemiology, 
phenotypic and molecular characteristics, and microbiological diagnosis." 
J Clin Microbiol, 39(6), pp. 2043-9. 
(26) Karch, H. and Kohler, B. (1999) "Neue Erkenntnisse zur 
Molekularbiologie der enterohamorrhagischen Escherichia coli (EHEC) 
O157." Gesundheitswesen, 61 Spec No 1pp. S46-51. 
(27) Karch, H., Schmidt, H. and Brunder, W. (1998) "Plasmid-encoded 
determinants of Escherichia coli 0157:H7.," Escherichia coli 0157:H7 and 
Other Shiga-Toxin-producing E.coli Strains. Washington, DC, pp. 183-
194. 
(28) Karch, H., Wiss, R., Gloning, H., Emmrich, P., Aleksic, S. and 
Bockemuhl, J. (1990) "Hamolytisch-uramisches Syndrom bei 
Kleinkindern durch Verotoxin-produzierende Escherichia coli." Dtsch Med 
Wochenschr, 115(13), pp. 489-95. 
(28) Karch, H., Wiss, R., Gloning, H., Emmrich, P., Aleksic, S. and 
Bockemuhl, J. (1990) "Hamolytisch-uramisches Syndrom bei 
Kleinkindern durch Verotoxin-produzierende Escherichia coli." Dtsch Med 
Wochenschr, 115(13), pp. 489-95. 
(30) Karmali, Mohamed A., Mascarenhas, Mariola, Shen, Songhai, 
Ziebell, Kim, Johnson, Shelley, Reid-Smith, Richard, Isaac-Renton, 
Judith, Clark, Clifford, Rahn, Kris and Kaper, James B. (2003) 
"Association of genomic O island 122 of Escherichia coli EDL 933 with 
verocytotoxin-producing Escherichia coli seropathotypes that are linked 
to epidemic and/or serious disease." J Clin Microbiol, 41(11), pp. 4930-
40. 
 –Literaturverzeichnis 
   
42 
 
(31) Keskimaki, M., Saari, M., Heiskanen, T. and Siitonen, A. (1998) "Shiga 
toxin-producing Escherichia coli in finland from 1990 through 1997: 
prevalence and characteristics of isolates." J Clin Microbiol, 36(12), pp. 
3641-6. 
(32) Lara-Tejero, M. and Galan, J. E. (2001) "CdtA, CdtB, and CdtC form a 
tripartite complex that is required for cytolethal distending toxin activity." 
Infect Immun, 69(7), pp. 4358-65. 
(33) Le Bouguenec, C., Lalioui, L., du Merle, L., Jouve, M., Courcoux, P., 
Bouzari, S., Selvarangan, R., Nowicki, B. J., Germani, Y., 
Andremont, A., Gounon, P. and Garcia, M. I.  (2001)"Characterization 
of AfaE adhesins produced by extraintestinal and intestinal human 
Escherichia coli isolates: PCR assays for detection of Afa adhesins that 
do or do not recognize Dr blood group antigens." J Clin Microbiol, 39(5), 
pp. 1738-45. 
(34) Luck, S. N., Turner, S. A., Rajakumar, K., Sakellaris, H. and Adler, B.. 
(2001) "Ferric dicitrate transport system (Fec) of Shigella flexneri 2a 
YSH6000 is encoded on a novel pathogenicity island carrying multiple 
antibiotic resistance genes." Infect Immun, 69(10), pp. 6012-21. 
(35) Makino, K., Ishii, K., Yasunaga, T., Hattori, M., Yokoyama, K., 
Yutsudo, C. H., Kubota, Y., Yamaichi, Y., Iida, T., Yamamoto, K., 
Honda, T., Han, C. G., Ohtsubo, E., Kasamatsu, M., Hayashi, T., 
Kuhara, S. and Shinagawa, H.  (1998) "Complete nucleotide sequences 
of 93-kb and 3.3-kb plasmids of an enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157:H7 derived from Sakai outbreak." DNA Res, 5(1), pp. 1-9. 
(36) March, S. B. and Ratnam, S. (1986) "Sorbitol-MacConkey medium for 
detection of Escherichia coli O157:H7 associated with hemorrhagic 
colitis." J Clin Microbiol, 23(5), pp. 869-72. 
(37) McDaniel, T. K., Jarvis, K. G., Donnenberg, M. S. and Kaper, J. B. 
(1995) "A genetic locus of enterocyte effacement conserved among 
diverse enterobacterial pathogens." Proc Natl Acad Sci U S A,  92(5), pp. 
1664-8. 
 –Literaturverzeichnis 
   
43 
 
(38) Nataro, J. P. and Kaper, J. B. (1998) "Diarrheagenic Escherichia coli." 
Clin Microbiol Rev,  11(1), pp. 142-201. 
(39) Neely, M. N. and Friedman, D. I. (1998) "Arrangement and functional 
identification of genes in the regulatory region of lambdoid phage H-19B, 
a carrier of a Shiga-like toxin." Gene, 223(1-2), pp. 105-13. 
(40) Neely, M. N. and Friedman, D. I. (2000) "N-mediated transcription 
antitermination in lambdoid phage H-19B is characterized by alternative 
NUT RNA structures and a reduced requirement for host factors." Mol 
Microbiol, 38(5), pp. 1074-85. 
(41) Nicholls, L., Grant, T. H. and Robins-Browne, R. M. (2000) 
"Identification of a novel genetic locus that is required for in vitro 
adhesion of a clinical isolate of enterohaemorrhagic Escherichia coli to 
epithelial cells." Mol Microbiol, 35(2), pp. 275-88. 
(42) O'Loughlin, E. V. and Robins-Browne, R. M. (2001) "Effect of Shiga 
toxin and Shiga-like toxins on eukaryotic cells." Microbes Infect, 3(6), pp. 
493-507. 
(43) Ochoa, Theresa J. and Cleary, Thomas G. (2003) "Epidemiology and 
spectrum of disease of Escherichia coli O157." Curr Opin Infect Dis, 
16(3), pp. 259-63. 
(44) Perna, N. T., Mayhew, G. F., Posfai, G., Elliott, S., Donnenberg, M. S., 
Kaper, J. B. and Blattner, F. R. (1998) "Molecular evolution of a 
pathogenicity island from enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7." 
Infect Immun, 66(8), pp. 3810-7. 
(45) Perna, N. T., Plunkett, G. 3rd, Burland, V., Mau, B., Glasner, J. D., 
Rose, D. J., Mayhew, G. F., Evans, P. S., Gregor, J., Kirkpatrick, H. 
A., Posfai, G., Hackett, J., Klink, S., Boutin, A., Shao, Y., Miller, L., 
Grotbeck, E. J., Davis, N. W., Lim, A. (2001) "Genome sequence of 
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7." Nature, 409(6819), pp. 
529-33. 
(46) Riley, L. W., Remis, R. S., Helgerson, S. D., McGee, H. B., Wells, J. 
G., Davis, B. R., Hebert, R. J., Olcott, E. S., Johnson, L. M., Hargrett, 
N. T., Blake, P. A. and Cohen, M. L. (1983) "Hemorrhagic colitis 
 –Literaturverzeichnis 
   
44 
 
associated with a rare Escherichia coli serotype." N Engl J Med, 308(12), 
pp. 681-5. 
(47) Schmidt, H., Henkel, B. and Karch, H. (1997) "A gene cluster closely 
related to type II secretion pathway operons of gram-negative bacteria is 
located on the large plasmid of enterohemorrhagic Escherichia coli O157 
strains." FEMS Microbiol Lett, 148(2), pp. 265-72. 
(48) Schmidt, H., Kernbach, C. and Karch, H. (1996) "Analysis of the EHEC 
hly operon and its location in the physical map of the large plasmid of 
enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:h7." Microbiology, 142 ( Pt 4), 
pp. 907-14. 
(49) Schmidt, H., Scheef, J., Huppertz, H. I., Frosch, M. and Karch, H.  
(1999) "Escherichia coli O157:H7 and O157:H(-) strains that do not 
produce Shiga toxin: phenotypic and genetic characterization of isolates 
associated with diarrhea and hemolytic-uremic syndrome." J Clin 
Microbiol, 37(11), pp. 3491-6. 
(50) Selvarangan, Rangaraj, Goluszko, Pawel, Singhal, Jyotsana, 
Carnoy, Christophe, Moseley, Steve, Hudson, Billy, Nowicki, Stella 
and Nowicki, Bogdan (2004) "Interaction of Dr adhesin with collagen 
type IV is a critical step in Escherichia coli renal persistence." Infect 
Immun, 72(8), pp. 4827-35. 
(51) Toma, Claudia, Martinez Espinosa, Estela, Song, Tianyan, 
Miliwebsky, Elizabeth, Chinen, Isabel, Iyoda, Sunao, Iwanaga, 
Masaaki and Rivas, Marta (2004) "Distribution of Putative Adhesins in 
Different Seropathotypes of Shiga Toxin-Producing Escherichia coli." J 
Clin Microbiol,  42(11), pp. 4937-46. 
(52) Turner, S. A., Luck, S. N., Sakellaris, H., Rajakumar, K. and Adler, B.  
(2001) "Nested deletions of the SRL pathogenicity island of Shigella 
flexneri 2a." J Bacteriol, 183(19), pp. 5535-43. 
(53) Welch, R. A. (2001) "RTX toxin structure and function: a story of 
numerous anomalies and few analogies in toxin biology." Curr Top 
Microbiol Immunol, 257pp. 85-111. 
 –Literaturverzeichnis 
   
45 
 
(54) Zhang, Lihong, Chaudhuri, Roy R., Constantinidou, Chrystala, 
Hobman, Jon L., Patel, Mala D., Jones, Antony C., Sarti, Donatella, 
Roe, Andrew J., Vlisidou, Isabella, Shaw, Robert K., Falciani, 
Francesco, Stevens, Mark P., Gally, David L., Knutton, Stuart (2004) 
"Regulators encoded in the Escherichia coli type III secretion system 2 
gene cluster influence expression of genes within the locus for enterocyte 






Herrn Prof. H. Karch (Institut für Hygiene, Westfälische Wilhelms-Universität) 
danke ich sehr herzlich für die freundliche Bereitstellung des Themas. Von 
Anfang an hat er die Arbeit mit großem Interesse verfolgt und in der Endphase 
eine zügige Fertigstellung der Arbeit ermöglicht. 
 
Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. med. Anne-Katharina Sonntag (Institut für 
Hygiene, Westfälische Wilhelms-Universität) für die freundschaftliche Betreuung 
und tatkräftige sowie zeitintensive Unterstützung in vielen verschiedenen 
Bereichen im Laufe der Dissertation. Ihre immer vorhandene 
Diskussionsbereitschaft und konstruktive Kritik sowie das langwierige 




Ich möchte mich bei den Mitarbeitern des Instituts für Hygiene der Westfälische 
Wilhelms Universität für die vielfältige Unterstützung und herzliche 
Arbeitatmosphäre bedanken.  
 
 
Außerdem geht ein großes Dankeschön an Nicole Weinekötter für die 
großartige Hilfe im Bereich der Grafik, sowie an Dr. Barbara Litjes für den 
sprachlichen Schliff. 
 
Schließlich möchte ich mich vor allem bei meinen Eltern und Jan Mosters für 




11 Lebenslauf          
  
PERSÖNLICHE ANGABEN  
  
 Pia Bodil Hemfort 
 Geburtsdatum: 03.02.1978 
 In Beckum 
  
SCHULAUSBILDUNG    
  
08.1984 – 06.1988 
 
Marien- Grundschule, Oelde 
08.1988 – 06.1997 
 
Thomas- Morus- Gymnasium, Oelde 




04.1998 – 06.2005 
 
Studium der Humanmedizin 




Studium an Københavns Universitet, Dänemark im 
Rahmen des Europäischen Erasmus 
Austauschprogramms 
 
12.2003 Beginn des experimentellen Teils dieser zur 
Dissertation eingereichten Arbeit 
 
04.2004 – 08.2004 
 
Praktisches Jahr, Universidad de Cadiz, Spanien 
Chirurgie 
 
08.2004 – 03.2005 
 
Praktisches Jahr, Universitätsklinik Münster  
Dermatologie, Innere Medizin 
 







Assistenzärztin der Dermatologie des UKM 
 
 




12.1 Tabelle A6: Übersicht über alle OIs 
ÜBERSICHT ÜBER ALLE OIS, WELCHE AUF DEN ACCESSION- NUMMERN LIEGEN, DIE DIE COSMIDE 
ENTHALTEN. DER KLON-NAME IST NUR AUFGEFÜHRT, WENN DIE KLONPOSITION SICH MIT DER DER 
INSEL ÜBERSCHNEIDET. DANN IST DIE KLON-POSITION AUCH ANGEGEBEN. DIE IDENTITÄT GIBT DIE 
PROZENTUALE HOMOLOGIE DES COSMIDES ZU O157:H7 EDL933 AN. IST WEDER KLON-NAME, -
POSITION NOCH IDENTITÄT AUFGEFÜHRT, SO HANDELT ES SICH UM EINE INSEL, DIE NICHT INNERHALB 









  AE005181  8198..>8260 OI 2 
Plasmid-toxin; 
Antitoxin 
















  AE005206  9251..11711 OI 10 n.b 
  AE005209  49..5327 OI 14 n.b 
  AE005209  11062..>11304 OI 15 Adhäsin 
1-4f 94 AE005210 1466-2259 <1..4460 OI 15 Adhäsin 
1-4r 96 AE005214 1349-572 1245..3078 OI 19 mhpr 







AE005229 12848-13112 7940-8606 
<1..18939  
OI 28 RTX Toxin, Porin 











  AE005235  6352..>9735 OI 30 RhsH 





  AE005260  7708..>10497 OI 37 n.b 
  AE005264  10228..>11145 OI 39; n.b 
  AE005267 8402-7681 <1..3399 OI 40 Sulfatase 
5-2f 98 AE005267 8402-7681 8042..>10589 OI 41 n.b. 
2-18f 97 AE005288 6614-6947 <1..>11030 OI 44 Phage CP-933M 
















OI 50 Phage CP-933N 
  AE005328 9119-8415 <1..8412 OI 51 Phage CP-933c 
4-46r 99 AE005332 2817-2184 <1..>7286 OI 52 Phage CP-933X 














5-20f 99 AE005351 7412-6642 6613..8121 OI 59 n.b 
10-34f 98 AE005358 7772-7002 6388..7935 OI 62; Porin 
  AE005358  8253..8905 OI 63 n.b 
5-14r 99 AE005373 8060-8744 6655..8350 OI 69 n.b 













5-19r 99 AE005425 6458-7190 3945..6395 OI 81 n.b 
  AE005425  8299..>10161 OI 82 
Membran-
Rezeptor, yeeT 
  AE005427  3622..3831 OI 83 hisl 
  AE005454  3104..3253 OI 96 n.b 
  AE005463  5018..5199 OI 100 n.b 
  AE005466  2851..3036 OI 101 Z3609 























































  AE005516  2198..2275 OI 116 glyU 
  AE005521  6267..6659 OI 118 n.b 
  AE005525  8840..8926 OI 121 n.b 
10-43r 99 AE005528 10297-9880 <1..>10297 OI 122 
Enterotoxin, 
Zytotoxin 
  AE005533  <1..2426 OI 123 Eisentransport 




  AE005549  10071..10124 OI 128 gltD 
  AE005564  9381..10269 OI 132 Z4776 








OI 134 Helikase 











  AE005568  9214..>10225  OI 136 n.b 






















  AE005575  7786..>11071 OI 140 
Eisentransport/ 
-verwertung 
6-11r 98 AE005581 7174-7932 2447..8350 OI 141 
lange polare 
Fimbriae 
6-38f 99 AE005584 5850-5160 5663..>10075 OI 142 Permease 
  AE005585  5593..7026 OI 143 yiaY 
  AE005590  3070..8476 OI 145 LPS Biosynthese 
  AE005590  10290..10969 OI 146 n.b 
  AE005593  7558..>10389 OI 148 
Phage CP-933L, 
LEE (escD, sepZ) 
  AE005612  9233..>10224 OI 155 n.b 
  AE005619  42..1030 OI 157 n.b 
  AE005621  6077..7827 OI 159 Glykoporin 











  AE005633  202..308 OI 165; rrfe 














OI 172 Helikase 
  AE005664  753..6398 OI 173 Invasin 
  AE005664  8453..>11226 OI 174 n.b 
  AE005665  8332..10566 OI 175 yjis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
